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Zusammenfassung 


1. Es wird iiber Versuche zur bromometrischen Bestimmung von Penicillin (Peni- 
cillin-G-Natrium) und die dabei einzuhaltenden Bedingungen berichtet. 


2, Hine neue Methode zur photometrischen Bestimmung von Penicillin (Peni- 
cillin-G-Natrium) wird mitgeteilt. Die Methode beruht auf einer Farbreaktion 
der bei alkalischer Spaltung des Penicillins gebildeten Abbauprodukte mit 
Kupfer-(ITI)-Salz. Sie gestattet die direkte Bestimmung von Penicillin neben 
Novocain und Dihydro-Streptomycin. 


3. Méglichkeiten zur Deutung der beschriebenen Farbreaktion werden untersucht 
und diskutiert. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sei fiir die Uberlassung eines 
Zeiss-Puljrich-Photometers bestens gedankt. 


1246. Erika Thielmann, Walter Lang und Hans Kaiser 


Beitrage zur quantitativen Bestimmung der Mutterkorn- 
alkaloide*) 


Mitteilung aus dem Laboratorium der Katharinenhospital-Apotheke Stuttg art; 
Apothekendirektor: Prof. Dr. H. Kaiser 


(Eingegangen am 2. Juli 1953) 


Die physiologische Wirksamkeit: des Mutterkorns ist schon seit den friihesten 
Zeiten von groBer Bedeutung, jedoch eriibrigt es sich hier, auf diese — wenn auch 
‘sehr interessanten — Tatsachen einzugehen. Es soll jedoch nicht der Hinweis auf 
die ungeheuren Schwierigkeiten unterbleiben, die bei der Erforschung seiner wirk- 
‘samen Inhaltstoffe, der Mutterkornalkaloide aufgetreten sind und immer wieder. 
auftreten. Wenn ein so bedeutender Mann wie A. Tschirch 1917 in seiner umfassen- 
den Schrift ,,Hundert Jahre Mutterkornforschung“ der Ansicht Ausdruck verlieh, 
daB die Chemie der Alkaloide geklart sein diirfte, so beweist gerade das folgende 
Jahr die Irrigkeit dieser Annahme. Denn erst 1918 setzt mit den hervorragenden 
Verdiensten von A. Stoll die moderne Epoche der Mutterkornforschung ein, in der 
alsdann die verschiedensten Forscher wie Jacobs, A. und L. Kofler, G. Barger, 
H. Dale, S. Smith, G. Timmis u. a. Schritt fiir Schritt an der Aufklarung der kom- 
plizierten Substanzen arbeiteten. Aber trotz der grofien Erfolge, die zweifellos 
erzielt wurden, ist noch eine Unzahl von Problemen ungelést. 


So befriedigen beispielsweise auch die bisher bekannten Gehaltsbestimmungen 
fiir die Droge sowie fiir Mutterkornpraparate noch immer nicht vollstandig. Und 


* Die Arbeit wurde am 1.5. 1952 beendet, durfte aber erst nach Absolvierung des natur- 
wissenschaftlichen Staatsexamens (Ende Marz 1953) veréffenticht werden. 
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gerade dies bedarf dringend einer Anderung. Da die Droge so auSerordentlich 
wechselnde Mengen an Alkaloiden enthalt, und diese auSerdem durch enzymatische 
Vorgange, Temperatureinwirkung u. dgl. sehr stark zersetzt werden, ist sie bei 
fehlerhafter Gehaltsbestimmung in den Handen des Arztes ein sehr unsicheres und 
bei ihrer starken Giftigkeit sogar gefaihrliches Heilmittel. Aus diesen Griinden er- 
klaren sich die zahlreichen Bemiihungen um eine einwandfreie, quantitative Be- 
stimmung der Mutterkornalkaloide. Die Forderungen, die an eine solche Methode 
gestellt werden miissen, sind vor allem absolute Genauigkeit, minimalster Ver- 
brauch an Untersuchungsmaterial und geringer Zeitaufwand. In welch geringem 
Mafe dem bisher entsprochen wird, mége ein kurzer Uberblick zeigen: 


Samtliche biologischen Testmethoden haben zwar den Vorzug, dai sie zur Ver- 
suchsdurchfiihrung nur geringe Alkaloidmengen, andererseits aber lebende Ver- 
suchsobjekte henétigen. AuBerdem erhalt man keine albsoluten, quantitativen 
Werte, da wohl jeder Organismus verschieden reagiert und dadurch bei so ge- 
ringen Dosen erhebliche Fehlerquellen entstehen diirften. Es verdienen also in 
diesem Falle die chemischen Bestimmungsmethoden ein gréferes Interesse. 


Die Sodaprobe nach DAB. 6 befriedigt trotz ihrer einfachen Durchfihrbarkeit 
nicht, da sie die zu fordernde Genauigkeit nicht besitzt. Bereits die Extraktion 
der grob gepulverten Droge fiihrt zu einer falschen Wertbestimmung. Da namlich 
die Extrahierbarkeit des Mutterkorns eine Funktion des Zerteilungsgrades ist, ge- 
stattet grob gepulverte Droge (Sieb 4, DAB. 6) nur etwa 50%ige Extraktion. 
AuBerdem ist der Verbrauch an Droge derart hoch (100 g), daB die Methode in 
vielen Fallen allein aus diesem Grunde gar nicht in Frage kommen kann. 


Die Bestimmung nach der Britischen Pharmakopve 1948 schreibt nur eine kolo- 
rimetrische Grenzwertbestimmung mit. Vergleichslésungen vor, es ist jedoch ver- 
standlich, daB die Blauwerte auch im Kolorimeter gemessen werden kénnten. Trotz- 
dem ist sie nicht gut brauchhar, da sie durch die umstandlichen Ausschiittelungen 
nicht quantitativ ist und auBerdem durch die Entfettung mit Sicherheit bereits ein 
Teil der Alkaloide zerstért wird. SchlieBlich ist sie sehr zeitraubend und verbraucht 
erhebliche Mengen Substanz. 


Die gleichen Mangel weist die Bestimmung nach Pharmacopoea Danica IX, 1950 
auf, die eine Anlehnung an die Arbeiten von Schou und Jensen zeigt. 


Die Trennung der Alkaloide und kolorimetrische Bestimmung nach Schumacher 
ist den heiden vorgenannten noch zcitraubenden Ausschiittelungsverfahren vor- 
zuziehen, wenn auch hier keine Einschrankung an Drogenmaterial (30g) und 
Lésungsmitteln erfolgt ist. Sie ist jedoch aus dem weiteren Grunde sehr mangel- 
haft, als die Trennung der Alkaloide auf dem Wege der Fallung nicht quantitativ 
ist, sofern sie tiberhaupt gelingt. Aufierdem scheint die Extraktion der Droge durch 
zweistiindiges Stehenlassen mit Ather nicht vollstandig zu sein. 


Die Trennung der Alkaloide und kolorimetrische Bestimmung im lichtelektrischen 
Kolorimeter nach Neumann stellt eine Modifikation derjenigen von Schumacher 
dar. Wenn die Methode auch auf kleine Mengen beschrankt werden kann, da sie 
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auch als Mikromethode durchgearbeitet wurde, so birgt sie im tibrigen doch die 
gleichen Mangel wie die erstere. 

Bei der Trennung der Alkaloide und deren photometrischen Bestimmung nach 
L. Fuchs durch Fallung mit Ammoniak und Aussalzen mit Ammoniumsulfat kénnen 
Stérungen durch Emulsionsbildung usw. auftreten. Auch hier fiihrt die vor- 
geschriebene Entfettung der Droge zu Alkaloidverlusten, die ater nicht vcn be- 
sonderer Bedeutung sind. Die papierchromatographische Trennung nach Fuchs 
(Arbeit vom 20. 11. 1951) konnte noch nicht nachgearbeitet werden, da die 
genauen Versuchsangaben nicht bekannt waren. 

Die papierchromatographische Bestimmung nach Carless und Woodhead (1951) 
wurde nur zu einer qualitativen Trennung der Alkaloide benutzt. Die Verfasser 
halten eine quantitative Bestimmung auf diesem Wege auch fiir nicht méglich. 

In der Erkenntnis aller Schwierigkeiten und Mangel, die bei den genannten 
Bestimmungsmethoden vorliegen, strebten unsere Versuche deren weitgehende 
Beseitigung an. Es gelang uns, ein gut reproduzierbares Verfahren zu entwickeln, 
das sich den genannten Forderungen weitgehend nahert. Dabei wurde unter Ver- 
wendung geringster Mengen von Untersuchungsmaterial und Lésungsmitteln eine 
sehr schnelle und vollstandige Extraktion und Reinigung der Alkaloide erreicht. 
Es wurde nicht nur eine quantitative Bestimmung des in der Droge vorliegenden 
Alkaloidgemisches, sondern auch eine quantitative Auftrennung desselben in die 
beiden physiologisch verschieden wirkenden Alkaloidgruppen erreicht. Das Ver- 
fahren wird in der folgenden Weise durchgefithrt: 

Man extrahiert die Alkaloide mit einer alkoholischen Weinsdurelésung aus der nicht- 
entfetteten Droge, reinigt den Auszug und fiihrt mit p-Dimethylaminobenzaldehydreagenz 
die bekannte blaue Farbreaktion herbei. Die Lésung wird kolorimetrisch im Stufenphoto- 
meter gemessen und die Konzentration der Alkaloide an Hand einer Eichkurve fest-: 
gestellt. Zur Trennung des vorliegenden Alkaloidgemisches in die Ergotamin- und Ergo- 
basingruppe wird der gereinigte Drogenauszug der papierchromatographischen Analyse 
unterworfen, wobei der Verteilungsvorgang von einem Gemisch ortho-Ameisensiuredthyl- 
ester — Spiritus dilutus — Isobutanol bewirkt wird. Nach Markierung der nunmehr ge- 
trennten Alkaloidgruppen im UV-Licht werden dieselben mit alkoholischer Weinsaure- 
lésung eluiert und mit dem Eluat wie oben die Farbreaktion und die kolorimetrische Be- 
stimmung durchgefiihrt. 

Zunachst ergab sich die Frage, ob bei einem Fettgehalt der Droge von ca. 30% 
die Extraktion der Alkaloide aus nichtentfetteter und entfetteter Droge in gleicher 
Weise vor sich geht. Es wurden entsprechend der 


Pharmacopoea Internationalis Proben fein ge- 109 in S 
pulverten Mutterkorns in einem kontinuierlichen § 80 ime 
Extraktionsapparat verschieden lange mit Petrol- 8 ~ 
ther (KP 40—50° C) extrahiert, wobei sich fest- & w as 
stellen lieB, daB der Grad der Entfettung eine © 4? 200 S 
Funktion der Zcit ist. Wabhrend nach 1 Std. “2 100°S 
Extraktionsdauer bereits 54% des gesamten Oles Ss 


* : 7 23 4 § Pp 
0, 
extrahiert w aren, W urden zur 100 %igen Ent- Extraktionszeit 


fettung noch weitere 4 Stdn. bendtigt, in denen Abb. 1 
der ProzeB fast gleichmaBig verlief (Abb. 1). Entfettung von Mutterkorndroge 
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Tabelle 1 
Dauer der Extraktion extrahiortes Ol/1 g Droge prozentuale Entfettung 
1 Std. 173 mg 54% 
Do 95 206 ,, 61% 
3 226 ,, 70% 
4 ,, 257 5 80% 
5 317 ,, 100% 
6 ” 317 ” 100% 


Bei den Untersuchungen iiker die Entfettung der gepulverten Mutterkorn- 
droge mit warmem Petrolather konnte regelm&Big ein geringer Alkalcidverlust 
festgestellt werden. Ob dieser Alkaloidverlust 
auf geringen Loslichkeits- oder Zersetzungs- 


xe 


$0210 

3 verlusten teruhte, wurde nicht wei‘er verfolgt, 
= da in keinem Fall die Uterlegenheit der 
§ 0200 Extrakticn entfetteter gegeniiber nicht ent- 
£ fetteter Drcge festgestellt werden kcnnte. Es 
. wurde deshalb bei der Gewinnung der Alkaloide 


0.190 
; 1 2 3 & 55 aus Secale cornutum auf eine vorhergehende 


Extraktionsdauer Entfettung der Droge verzichtet, da sich das Ol 


Abb. 2. HinfluB der Entfettung als nicht stdérend erwies. 
auf den Alkaloidgehalt 


Tabelle 2 
Alkaloidgehalt Alkaloidgehalt 
Greil der Henrtetbiing Sec, cornutum Portugal Sec. corn. Schw. Duvernoy 
nicht entfettet 0,2038% 0,320% - 
1 Std. 0,200% 0,320% 
2, 0,197% 0,318% 
3 4 0,196% 0,315% 
445 0,194% 0,315% 
5 0,193% 0,312% 


Die Extraktion der Droge erfolgte aus fein gepulvertem Mutterkorn, da bei gréBt- 
miglicher Zerstérung des Zellmaterials in der Droge die Extraktion der Alkaloide am 
besten gewihrleistet wird. Der groBen Empfindlichkeit der Alkaloide wurde dadurch 
Rechnung getragen, da8 die eigentliche Extraktion nur unter kurzem Erwarmen mit einer 
alkoholischen Weinsiurelésung vorgenommen wurde. DaB die Extraktion dabei trotzdem 
volistindig ist, konnte’durch die nachtragliche Extraktion des Filterriickstandes im kon- 
tinuierlichen Extraktionsapparat mit Ather nach den iiblichen Vorschriften bewiesen 
werden. Die Folge dieser schonenden Extraktion ist eine wesentlich héhere Ausbeute an 
Alkaloiden als bei Anwendung anderer Metheden. Die Vergleichswerte sind in Tabelle 3 


zusammengestellt. 
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Tabelle 3 
Nach verschiedenen Verfahren bestimmte Alkaloidwerte gleicher 
Mutterkorndrogen 
_ D ‘lATkaloidgehalt nach! Alkaloidgehalt nach Alkaloidgehalt nach 
Tope eignem Verfahren Brit. Pharm. Pharm. Danica 

8. c. Portugal 0,2038% 0,185% 0,080% 

8. c. Schwab. D. 0,320% 0,265°% 0,135% 

S.c. elect. germ. D. 0,0% 0,0% 0,0% 

8. ¢. Schwab. 3 0,105% 0,086% 0,048%, 

S. c. Portugis. D. 0,288% 0,210% 0,1385% 

8. ¢. Portugis. C. 0,205% 0,180% 0,102% 

8. c. Schwabisch 0,091% 0,050°% 0,021%, 

8. c. H. 0,0% 0,0% 0,0% 

S. c. Schwabisch 2 0,0% 0,0% 0,0% 

S. c. Hohenheim 0,162 0,125% 0,070°%, 
Elect. tot. Portugiserware D. 0,167% 0,120% 0,098%, 


Der auf diese Weise gewonnene Drogenauszug, der die gesamten Alkaloide enthilt, ist 
durch die im Sklerotium gebildeten Farbstoffe Sklererythrin, Ergochrysin und Ergoflavin 
‘rétlich gefarbt und durch andere wohl kolloidale Stoffe getriibt. Als stérend erwiesen 
sich vor allem die mit in Lésung gegangenen EiweiBstoffe. Unter Verwendung einer: 
10% igen Zinkazetatlésung konnten diese jedoch zusammen mit einem grofen Anteil der 
Farbstoffe ausgefallt werden, so daB man eine gereinigte, fast farblose Alkaloidlésung 
erhielt. DaB bei der Fallung auch Alkaloide mitgerissen wurden, konnte bei Priifung des 
Niederschlages nicht festgestellt werden, Eine Entfernung der kolloidal in Lésung befind- 
lichen Proteine ist jedoch unerlaBlich, da diese sich bei der anschlieBenden kolorimetrischen 
Bestimmung sehr stark an der Lichtabsorption beteiligen’und dadurch eine erhéhte Extink- 
tion und somit erhéhtem Alkaloidgehalt vortauschen. 


Die nunmehr gereinigte Alkaloidlésung ergibt die bekannte Blaufaérbung mit p-Di- 
methylaminobenzaldehydreagens. Da die Farbe bekanntlich durch die Reaktion des in 
den Mutterkornalkaloiden enthaltenen Indolringes hervorgerufen wird, eignet sie sich zur 
quantitativen Bestimmung. Die Starke der Absorption mu8 also von dem Molekular- 
gewicht des Alkaloides abhangen, d.h. von der Haufigkeit, mit der der die Farbreaktion 
verursachende Faktor des Molekiils bei gleicher Konzentration in der Lisung auftritt. Da 
nun Ergobasin ein Mol.-Gew. von 325 hat, Ergotamin aber ein solches von 581, so ergibt 
sich die Tatsache, daB Ergobasin bei gleicher Konzentration eine nicht ganz doppelt 
so starke Farbreaktion ergibt wie Ergotamin bzw. Ergotoxin. Es ist also notwendig,. 
bei einer Gesamtalkaloidbestimmung anzugeben, ob die Berechnung als Ergobasin oder 
Ergotamin erfolgte. Das Mol.-Gew. von Ergotamin dient als geeigneter Mittelwert ftir 
simtliche wasserunldslichen Alkaloide. An Hand einer Eichkurve, die mit Lésungen 
bekannter Konzentrationen aufgestellt wurde, konnte dementsprechend nach Messung: 
der Absorption die Konzentration der Lésung schnell festgestellt werden. 


Das dringende Bediirfnis der Praxis nach einer quantitativen Bestimmung der- 
beiden physiologisch verschieden wirkenden Gruppen des Alkaloidgemisches rich- 
tete unsere Versuche im AnschluB an die beschriebenen Ergebnisse auf dieses Ziel 
aus. Sie fiihrten schlieSlich zu dem Erfolg, da8 eine einwandfreie quantitative 
Trennung geringer Mengen Alkaloidgemisch wie beabsichtigt in die wasserunlés- 
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liche und wasserlésliche Gruppe stattfand. Das voneinander abweichende Ver- 
halten der beiden Mutterkornalkaloidgruppen in bezug auf ihre Léslichkeit berech- 
tigte zu der Annahme, daB bei der Verwendung eines geeigneten organischen 
Lésungsmittels und Wassers ein Verteilungsvorgang zwischen der stationiren wiB- 
rigen Phase und der mobilen organischen stattfinden wiirde. Diese Uberlegung 
wurde durch die Versuche bestatigt. Die in dem Gemisch enthaltene Ergotamin- 
Ergotoxingruppe wanderte entsprechend den nahe zusammenliegenden Vertei- 
lungskoeffizienten in einiger Entfernung hinter der Lésungsmittelfront mit. 
Das Ergobasin dagegen lést sich leichter in der stationaren Phase, so daf eine 
durch die unterschiedlichen Verteilungskoeffizienten verursachte Herabsetzung 
der Wanderungsgeschwindigkeit resultiert und das Ergobasin allmahlich immer 
weiter hinter dem Ergotamin zuriickbleibt. So wurden unter der Verwendung 
des Lésungsmittelgemisches o-Ameisensiureathylester — Spir. dil. — Isobutyl- 
alkohol die brauchbaren R,-Werte von 0,71 fiir Ergotamin, 0,58 fir Ergobasin 
und 0,49 fiir Sklererythrin erzielt. Das auf einer Startlinie aufgetragene Alkaloid- 
gemisch liegt also nach Beendigung des Vorganges in zwei getrennten Zonen 
auf dem Papier vor. Die Fluoreszenz der Alkaloide im ultravioletten Licht 
gestattet sodann eine Markierung dieser Zonen, ohne da’ eine Umsetzung oder 
Zerstérung der Molekiile erfolgt. Infolgedessen ist im AnschluB daran eine 
Elution derselben und kolorimetrische Bestimmung in der unten beschriebenen 
Weise méoglich. 


Bekanntlich gestattet die Papierchromatographie die Analyse sehr geringer Sub- 
stanzmengen. Dies ist u.a. ein groBer Vorzug der Methode im Hinblick auf die in 
Mutterkornpraparaten und -drogen enthaltenen sehr geringen Alkaloidmengen. 
Sehr gute Ergebnisse wurden mit Alkaloidmengen von etwa 200—500 7 erzielt, 
was etwa 25—50 7 Ergobasinanteil entspricht, da dieses im Durchschnitt etwa 10% 
des Gemisches ausmacht. Bei diesen Untersuchungen -betragen die Fehler nur 
durchschnittlich 3,4%%. Bei der Trennung gré8erer Mengen werden die Zonen unter 
den angegebenen Bedingungen nicht mehr so klar abgegrenzt. Man miiBte zu diesem 
Zweck voraussichtlich die Laufstrecke des Chromatogrammes und damit seine 
Laufzeit, die bei dem beschriebenen Verfahren nur 4—5 Stdn. betrigt, verlangern. 
Die Trennung gelingt einwandfrei bei Substanzmengen von 100 7 (= 10 7 
Ergobasin), jedoch befriedigt in diesem Falle die quantitative Bestimmung im 
Stupho bisher noch nicht. 


In der beschriebenen Weise wurden nun zahlreiche Untersuchungen an Mutterkorn- 
drogen der verschiedensten Provenienz sowie an Einzelsklerotien der gleichen Sorte durch- 
gefiihrt (Tabellen 4 und 5). Dabei wurden sowohl bei den einzelnen Sorten als auch bei 
den Hinzelsklerotien sehr starke Schwankungen im Alkaloidgehalt festgestellt. Es ergab 
sich, daB der prozentuale Alkaloidgehalt der Einzelsklerotien in keiner Beziehung zu der 
GréBe der Sklerotien steht. Sowohl sehr groBe als auch sehr kleine Sklerotien kénnen 
einen weit tiber oder unter dem Durchschnitt liegenden Prozentsatz aufweisen. Auch das 
Verhaltnis von wasserléslichen zu wasserunléslichen Alkaloiden in dem im Mutterkorn 
vorliegenden Gemisch scheint keinen GesetzmaBigkeiten zu unterliegen. Diese Ergebnisse 
trafen fiir simtliche Sorten der untersuchten Mutterkorndrogen zu. 
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Tabelle 4 


385 


Prozentualer Alkaloidgehalt von Einzelsklerotien verschiedener Provenienz 


Droge K Droge Hohenheim 
Sklerotiengewicht Alkaloidgehalt Sklerotiengewicht Alkaloidgehalt 
in mg in % in mg in % 
225 0,295 120 0,345 
205 0,365 115 0,487 
205 0,405 110 0,261 
195 0,420 95 0,294 
145 0,344 90 0,280 
145 0,296 75 0,307 
135 - 0,370 75 0,313 
120 0,300 70 0,360 
90 0,277 85 0,310 
90 0,305 80 0,420 
80 0,345 75 0,380 
75 0,316 65 0,254 
70 0,295 60 0,302 
70 0,146 55 0,375 
65 0,417 55 0,220 
63 0,366 50 0,375 
45 0,277 45 0,455 
45 0,280 40 0,190 
30 0,366 40 0,280 
25 0,277 100 0,320 


Tabelle 5 


Wertbestimmung natiirlicher Mutterkornalkaloide durch papierchromato- 
graphische Trennung 


Gesamtalkaloidgehalt, 


Summe des Alkaloidgehal- 


gefunden aus der Gesamt-|tes, errechnet aus den Ein- ee cnrgs Ergobasin- Fehler 
bestimmung (berechnet als|zelbestimmungen (berech-| . ches Peaches * in % 
Ergotamintartrat) net als Ergotamintartrat) in. eng (mal ia mga”) 

0,415 mg/ml 0,426 mg/ml 0,332 0,053 3 
0,415 ,, 0,424 ~—Cy, 0,330 0,053 2 
0,415, 0,394 oy, 0,304 0,055 5 
0,415 ,, 0,399 sy, 0,306 0,052 4 
0,415 ,, 0,420 _——,, 0,320 0,056 1 
0,415, 0,381 ss, 0,292 0,050 8 
0,400, 0,390 sé, 0,294 0,054 2 
0,400 - ,, 0,376 ss, 0,305 0,040 6 
0,400, 0,407, 0,318 0,050 3 
0,400, 0,372 =, 0,292 0,045 7 
0,400, 0,397 ss, 0,292 0,059 0,5 
0,400, 0,377 ss, 0,305 0,041 5 
0,400 ,, 0,416 ,, 0,320 0,054 4 
0,400, 0,401 =Cs, 0,321 0,045 0 
0,400, 0,370, 0,281 0,050 7 


*) Bei der Umrechnung des Ergobasintartrats in Ergotamintartrat (Spalte 2) muB der Ergo« 
basintartratwert mit dem Faktor 1,79 multipliziert werden (vgl. Text). 
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Versuchsteil 
Extraktion der Alkaloide aus der Droge und Reinigung des Drogenauszuges: 


500 mg gepulvertes (Sieb 5, DAB 6). Mutterkorn werden mit einer alkoholischen 
Weinsaurelésung kurz erhitzt und durch einen Wattebausch filtriert. Zur volistandigen 
Extraktion wird das auf dem Filter befindliche Pulver noch zweimal mit je 5 ccm des 
erhitzten Lésungsmittels iibergossen. 


In dem durch Eiweifstoffe und andere Begleitsubstanzen tritben und durch Farbstoffe 
rétlichbraun gefarbten Filtrat wurden die stérenden Begleitstoffe durch Zinkazetat aus- 
gefallt. Verwendet wurde eine lO%ige wassrige Zinkezetatlésung, mit der der erhaltene 
Mutterkornauszug auf 25 ml ergiinzt wurde. 


Extraktionslésung: 20 ml 20%ige Weinsiureliésung 
- 560ml Methanol 
30 ml aqua dest. 


Zinkazetatlosung: 10 g (CH,COO),Zn 
90 ml aqua dest. 


Quantitative Bestimmung der Gesamtalkaloide: 


Die in der vorher beschriebenen Weise erhaltene klare und fast ungefarbte Alkaloid- 
lésung dient direkt zur Wertbestimmung. Man versetzt 1 Vol.-Teil des Drogenauszuges. 
mit 2 Vol.-Teilen p-Dimethylaminobenzaldehydreagens und miBt nach 15 Min. im Photo- 
meter die entstandene Blaufarbung. Bei der Wahl des Spektralfilters im Stufenphoto- 
meter erwies sich Filter S 61 mit einem Filterschwerpunkt bei 6190 A den anderen Filtern 
iiberlegen, da es bei der zu untersuchenden Farblésung maximale Extinktion zeigte. 


Die Konzentration der kolorimetrisch gemessenen Alkaloidlésung bestimmt man nach 
einer mit Reinalkaloidlésungen bestimmter Konzentrationen hergestellten Eichkurve. Da 
die Konzentration der gemessenen Farblésung nach dem Lambert-Beerschen Gesetz bei 
gleicher Schichtdicke der Extinktion direkt proportional ist, stellt die Kichkurve eine 
Gerade dar. 


p-Dimethylaminobenzaldehydreagens: 120 g H,SO, (spez. Gew. 1,836) 
35 g aqua dest. 
0,2 g p-Dimethylaminobenzaldehyd 
0,1 g FeCl, - 6 H,O 


Quantitative Trennung der Mutterkornalkaloide in die Ergotamin- und 
Ergobasingruppe auf papierchromatographischem Wege 


1 ml des gereinigten Drogenauszuges, der etwa 0,02—0,04% Gesamtalkaloide enthalten 
soll, wird an der Startlinie eines Stiickes Filtrierpapier (20x15 cm) Schleicherd Schill 
Nr. 2043b aufgetragen. Dies erfolgt in mehreren Intervallen mit einer MeBpipette von 
0,1 ml, wobei das Eintrocknen der Lésung jedesmal abzuwarten ist. Zu einem Zylinder 
zusammengeklammert, stellt man das Papier in die im Innern des Chromatographier- 
gefaBes befindliche Glasschale. Der Boden des Glases ist vorher mit Wasser zu bedecken. 
(Als Chromatographiergefa8 kénnen Einkochglaser mit flachem Boden und entsprechender 
Héhe verwendet werden, die man zur Aufnahme des Filtrierpapiers und organischen 
Lésungsmittels mit einem passenden Glasschalchen [Petrischale] beschickt. Es ist zweck- 
maBig, den Deckel des Glases zu durchbohren, so da8 unter Abdichtung mit einem 
Stopfen ein standig darin verbleibendes, verschlieBbares Glasrohr bis auf den Boden des. 
Schalchens eingefiihrt werden kann.) Nachdem sich das Innere des GeféBes mit Wasser- 
dampf gesittigt hat — es empfiehlt sich aus diesem Grunde, das Glas iiber Nacht stehen- 
zulassen — kann das Glasrohr gedffnet und das Lésungsmittel in das Glasschalchen ein- 
gegossen werden. 


Bd. 286./58 oh ces ; 
1953, Nr. 8 Beitrdge zur quantitativen Bestimmung der Mutterkornalkaloide 387 


Als organisches Lésungsmittel wurde nach zahlreichen Versuchen ein Gemisch von 
o-Ameisensiuredthylester — Spir. dil. — Isobutylalkohol im Verhaltnis 5:9:2 aus- 
gewahlt. Es laBt sich statt des o-Ameisensduredthylesters auch der einfache Ameisen- 
séureaithylester verwenden; jedoch verkleinert sich dadurch der Ry-Wert des Ergotamins- 
Ergotoxins, so daB bei gréBeren Alkaloidmengen die Trennung nicht so scharf ist wie im an 
deren Falle. 


Sobald die Lésungsmittelfront sich dem oberen Rande des Papiers nahert, nimmt man 
dieses aus der Apparatur heraus und la8t es trocknen. Dabei soll die Temperatur 50° C 
nicht tiberschreiten. 


Nach dem Trocknen kénnen die nunmehr voncinander getrennten wasserléslichen und 

wasserunléslichen Alkaloide auf Grund ihrer fluoreszierenden Eigenschaften im UV-Licht 
markiert werden. Ergobasin fluoresziert leuchtend blau, wahrend die Ergotamin- und 
Ergotoxingruppe blaulichweiB fluorsezieren. Die gekennzeichneten Zonen wurden als 
Streifen aus dem Blatt herausgeschnitten und zur f : 
Elution mit der Schmalseite in ein GefaB gehingt. Zu 
diesem Zweck wurde ein Trog mit angearbeiteter Platte 
verwendet, der die gleichzeitige Elution von minde- 
stens 6 Streifen gestattete. Erfahrungsgem4B erwies es 
sich fiir eine gleichmaBige Elution als am giinstigsten, 
wenn die Platte mit der AuBenwand der Wanne einen 
Winkel von 70° bildet (Abb. 3). Weiterhin wurde dar- 
auf geachtet, daB das GefaB stindig gefiillt war, damit 
in dem Raum zwischen eingehangten Streifen, Flissig- 
keitsoberfliche und GefaBwand das Lésungsmittel még- 
lichst kapillar hochgezogen wird. AuBerdem wurde das 
Papier in seinem der Platte aufliegenden Teil mit einem 
Mikroskopier-Deckglischen bedeckt, das etwas schmaler 
sein mu8 als das Papier. Ist es breiter, so wandert die 
Elutionsflissigkeit kapillar neben dem Filtrierpapier, 
aber nicht hindurch. Als Elutionsfliissigkeit wurde die 
oben beschriebene alkoholische Weinsiurelisung ver- 
wendet. 


Unter Beobachtung dieser Versuchsanordnung wurden die Alkaloide innerhalb von 
15—30 Min. eluiert, wobei die abtropfende alkaloidhaltige Lésung in kleinen MeBzylindern 
aufgefangen wurde. Die Menge der Elutionsflissigkeit richtete sich nach der zu erwar- 
tenden Alkaloidmenge; fiir etwa 50 y miissen ungefaihr 2 ml berechnet werden, wenn eine 
vollkommene Elution sichergestellt werden soll. Eine zu starke Verdiinnung wurde unter 
Beriicksichtigung der Moglichkeiten, die die kolorimetrische Messung gestattet, vermieden. 


Die so erhaltenen weinsauren Lésungen der wasserléslichen und wasserunléslichen Mut- 
terkornalkaloide wurden nach Durchfiihrung der Farbreaktion wie oben der kolorime- 
trischen Bestimmung unterworfen. 
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